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ＴｈｅｉｎⅥvoantibacterialefTbctsofolamufloxacin,newlysynthesizeClquinolone
antibacterialagent，insystemicandurinalytractinfbctionsinmicewere
evaluatedThenthetissueselecteddistributionmechanisminbrain,lungand
liverwasexaminedbyinv]itroandmvivotechnique・
O1amufIoxacinshowedequalorgreaterefficacyagainstsystenncinfbction
causedbySaureus>ＭＲＳＡａｎｄＥ・colicomparedwithciprofloxacin,sparfloxacin
andlevofloxacinO1amufloxacindemonstratedeffIcacyfbrEaerugmosa
comparabletootherquinolones・
ThesteaCly-stateuptakeofolamufloxacinbyamonolayerofplimaiycultured
bovinebraincapmaryendothelialcens(BCEＣｓ)wasincreasedinthepresenceof
severalquinoloneantibacterialagents,ａｎｉｏｎｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｓｕｃｈａｓＤＩＤＳ,ａｎｄin
bicarbonate-ionfreemeClium，aswellasbyP-gpinl1ibitors，cyclOspolinAand
quinidine・Whenthebrain-to-plasmaconcentrationratio，Ｋｐ,brainｗａｓ
狼
measuredinm〔IrZageneknockoutmice,ｔｈｅｖａｌｕｅｗａｓＳｔｉｍｅｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａt
innormalmice・Thus,ThelowbrainCIistlibutionofolamufloxacinissupposed
tobeascribedtomultipleeflluxmechamsms,incluClingP-gpandanumdentifIed
amon-sensitivetransportel;operatinginBCECsthatconstituteｔｈｅＢＢＢ・
InitialuptakeofolamufloxacinbyisolatedlungcellSwas
temperature-dependent，saturable，stereospecificandNa+‐andC1--dependent・
T11isresultshowsthatolamunoxacｉｎｉｓｔａｋｅｎｕｐｂｙｔｈｅｌｕｎｇｃｅｌｌｓｖｉａａ
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carner-mediatedtransportmechanism,resultinginaconcentrativeClistribution
intothelung、
TheenantiomersofolamufIoxacinanCltheirconjugateswereexcretedintobile
masteleoSpecificmanner・Theeffluxof['4C]olamufloxacm丘omhepatocytesisolated丘om
EisaillyperbilirUbinemcmutantrats(EＨＢＲ)wassignificantlyslowerthanthat
innomlalSprague-DawleyratSTherefbre，olamufloxacinisexcreteClactively
intobileviaMRP2,whichisdeficientinEHBR．
第一章緒言
ニューキノロン系抗菌剤はグラム陽性･陰性いずれの細菌に対しても強い効果を示
す広範囲抗菌スペクトルを有し，また，良好な組織移行性を示す化合物や経口投与で
静脈内投与とほぼ同等の効果を示す化合物が報告されている．一方，これまでのキノ
ロン系抗菌剤は昏迷，幻聴，不安，焦燥，抑うつ並びにfenbufenとの併用で発生す
る痙箪のような中枢神経系の副作用を誘発することが報告されていた．さらに,これ
までのキノロン系抗菌剤は経口投与後には主に尿中へ排泄されていたが,近年開発さ
れたsparfloxacinやgrepafloxacinは胆汁中へ多く排泄されるようになっている．
著者らは新規に合成されたolamfloxacin(HSR-903)の抗菌作用を測定し,功灯加
のみならず、ガワ、において良好な抗菌作用を有することを見出した．さらに
olamfloxacin薬物動態について非標識体及び標識体（Fig.１）を用いて検討し，そ
の結果を基に，olamufloxacinを基質として，複数の組織におけるキノロン系抗菌剤
の組織選択的な透過機構の解明を目的に検討を行なった｡標的組織としては特別な膜
透過機構が存在するものと考えられ,薬効発現発現部位である肺，副作用部位である
脳及び排泄部位である肝胆系を選択した．
ＣＯＯＨ二〉△
ＣＨ３ＳＯ３Ｈ
Ｈ２ ハ
FiglChemicaIstructureof['4C]olamufloxacin．
＊showsIabeledposition．
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第二章olamufloxacinの／/７１//I/､抗菌作用
本章では，olamufloxacinのマウスにおける、灯〃抗菌作用について検討した．
全身感染症においては，olamufloxacinはciprofloxacin，sparfloxacin及び
levofloXacinと比較しSazzzwJSMRSA及びEcoJiに対して良好な効果を示した．
さらに，EaenjgmoSaに対して効果を示した．尿路感染症においては，５０及び12.5
mg/kgで腎臓内Raerugmosa生菌数の有意な減少を示した．
したがって，olamufloxacinはｍｍｏで他剤と同等或いはそれ以上の抗菌作用を
示すことが明らかとなった．
●
第三章olamufloxacinの薬物動態
本章では，olamfloxacinの薬物動態に関して検討した．ラットに
['4C]olamufloxacinを５ｍｇ/kg経口投与後の組織内濃度を測定したところ，放射活性
は脳及び脊髄を除くほとんど全ての組織に良好に分布し，特に腎臓，肝臓，膵臓，脾
臓及び肺の順に高濃度であった．一方，脳，脊髄内濃度は非常に低く，脳への移行は
制限されていることが示唆された．
第四章olamufloxacinの脳移行機構
本章では，脳-血液輸送に焦点を当て，血、'ひ及び、灯加試験系を用いて，
olamufloxacinの低い脳移行性のメカニズム解明を行なった．すなわち，
olamufloxacinの脳-血液輸送にP-糖蛋白質あるいはその他の輸送系が関与している
かどうかを検討した．
まず['4C]olamfloxacinの脳からの排出速度を近年公表されたbraineffluxindex
法により測定した．この結果から，緩やかな速度ではあるがolamufloxacinは脳から
能動的に排出されていることが示唆された．
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血液脳関門にolamufloxacinの排出輸送系が存在することを証明するため,初代培
養脳毛細血管内皮細胞（BCECs）における、〃Zr。取り込みを検討した．溶液中に重
炭酸イオン存在下,［1℃]olamufloxacinの定常状態取り込みは５，Ｍの非標識
olamfloxacin存在下で増加した（Fig.２)，さらにmsitzJ脳灌流法を用いて検討
した結果，［'4C]olamufloxacinの脳取り込みは２０及び５０rnMで増加した．この現象
は飽和型排出系がolamufloxacinの脳移行を、、'○でも制限していることを示唆し
ていた．
次に，olamfloxacinがＰ－糖蛋白質で排出されるかどうかを見るため，Ｐ-糖蛋白質
が過剰発現している多剤耐性Ｋ562/ADMへの[1℃]olamufloxacinの取り込みを検討し
た．Ｋ562/ADMへの['4C]olamfloxacinの取り込みは親株K562への取り込みに比べて
有意に高かった.Ｋ562/ADMへの取り込みはcyclosporinA添加により有意に増加し，
K562細胞の取り込みとほぼ同等にまで回復した．さらに，Ｋ562/ADMへの
[1℃]olamfloxacinの取り込みは非標識olamfloxacin51nM存在下で有意に増加し
た．また，［'4C]olamfloxacinの取り込みはＫ562/ADMの場合だけ代謝阻害剤処理に
より増加した．これらの結果はolamfloxacinがＰ－糖蛋白質の基質であることを示
唆した．
O1amufloxacinのP-糖蛋白質を介した排出系が、、,oで機能していることを検証
するため，血とramをn7QZrIa(-/-)マウス及び〃`ZrIa(+/+)マウスの間で比較した．
mQZrJa(-/-)マウスの血漿中放射能濃度はⅢQHa(+/+)マウスと同等であったが，
"Qh-ja(－/-)マウスの脳移行性（血とz弓aZz]）は〃QZrZa(+/+)マウスより約８倍高かった
(Tableｌ)．したがって,、厄加及び、、'oデータはP-糖蛋白質がolamufloxacin
の脳からの排出に関与しているという仮定を支持していた．
旧blel
Comparisonofbraindistributionof['4C】olamunoxacinbetweenmdrﾌﾟa(+ﾉ+）
andmdr7a(-ﾉｰ)、ice．
PIasmaconcentration(ＵＭ） Kp,brain
mdrﾌﾟa(+/+）
mdrﾌﾞa(‐ﾉｰ）
０．９６±０．０６
０．９８±０．１７
０．３８±0．０６
２．８５±０．２５ａ
plasmaconcentrationandゆ,brainwasmeasuredat2hrafterintravenousadministration
of【14C]oIamufIoxacinl3mg/kgtonormaIImdr7a(+ﾉ+)Ｉａｎｄｍｄｒﾌﾟa-genedeficient[mdrﾌﾟa(~ﾉｰ)I
mice･
EachvaIuerepreSentsthemean±ＳＥ・fromthreeexperiments・
ａ:ｐ<0.05,ｂｙStudent,st-test.
O1amufloxacinを脳から排出するＰ~糖蛋白質以外の輸送系の関与についても検討
した.ＤIDS及びSITSは['4C]olamufloxacinの定常状態取り込みを増加させた.これらの
化合物はＣｌ~/HCO3-交換系の様なアニオン交換輸送系の阻害剤である．そこで，溶液
中のHCO3-をgluconate-に置換したときの効果を検討したところ,HCO3-をgluconate-
に置換したとき取り込みを増加させた（Fig.２)．したがって，olamufloxacinの排
出は一部HCO3-依存的なアニオン交換輸送系により行なわれることが考えられた．非
標識。lamunoxacin及びnalidixicacidを除く他のキノロン系抗菌剤は
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[1℃]olamfloxacinの取り込みを増加させ)，その効果は立体選択的であった．これら
の知見はolamfloxacinを含むいくつかのキノロン系抗菌剤はアニオン性化合物に
感受性の共通の輸送系で脳外へ輸送されることを示した．
第五章olamufloxacinの肺移行機構
本章では，まず，非標識olamufloxacin投与後の肺移行キネテイクスを測定し）さ
らに,ラット遊離肺細胞及び摘出肺灌流法を用いてolamUfloxacinの濃縮的肺移行の
メカニズムについて検討した．
定常状態での['4C]olalnufloxacin（101Ｍ）のラット遊離肺細胞への取り込みは，濃
度勾配に対して約３３倍の濃縮を示した．さらに，取り込みは顕著な温度依存性を示
した．さらに,［'4C]olamufloxacinの取り込みに対するＳ，ノfLolamfloxacinの阻害
効果の速度論的解析を行なったところ，o1amufloxacih（Ｓ体）及びその舟体両者の
初期取り込みは飽和性を示し，３体は庇Wrilから判断して２．２倍有効に輸送されて
いた．これらの結果は，olamufloxacinは肺細胞内に立体選択的に取り込まれること
を示唆した．臨床血漿濃度(約1-2UM)は脇に比べてかなり低いため,olamfloxacin
の飽和型輸送を.ルョx/脇で評価したところ，７．４５Ⅱ1/107cells/１５ｓｅｃであった．当
試験で得られた臨床血漿濃度でのルmJWrtとArbﾉ（1.121↓l/l07cells/１５sec）の比は
7:１であり，olamufloxacinの肺取り込みは主に飽和型輸送が寄与していると考えら
れた．
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イオン置換試験の結果から,取り込みはナトリウムイオン及び塩素イオン依存的で
あることを示した．Ｈｉｌｌ係数（ナトリウムイオン１．９０及び塩素イオン１．１３）は
olamufloxacinl分子の輸送にあたり２個のナトリウムイオンと１個の塩素イオンが
関与することを示唆した（Figd3)．O1amufloxacinのナトリウムイオン要求性を明
らかにするため，ナトリウムイオン勾配存在下及び非存在下での[1℃]olamfloxacin
取り込みの時間推移をATP枯渇細胞を用いて検討した．Olamufloxacinの取り込みは
ナトリウムイオン勾配存在下でのみ顕著なオーバーシュート現象を示した(Fig.４)．
したがって，濃縮的なolamufloxacinの取り込みは，ナトリウムイオン勾配に拠るこ
とが示唆された．
Octanol／Sorensen緩衝液（ｐＨ７．４）系３７℃で測定したolamufloxacin，
grepafloxacin及びsparfloxacinの分配係数はそれぞれ２．５８，５．９１及び１．１４であ
り，この値は当試験で検討した他のキノロン系抗菌剤（0.6）に比べて高かった．さ
らに，他のキノロン系抗菌剤は阻害しなかったが，非標識olamufloxacin及び
grepafloxacinは[1℃]olamufloxacinの取り込みを減少させた．これらの知見は
olamfloxacinを含むいくつかのキノロン系抗菌剤は共通の輸送機構により肺細胞
に取り込まれ,脂溶性がトランスポーターへの親和性に－部関与することを示してい
た．
Ｚ'］、'○肺移行と上記輸送機構の関係を見るため，摘出肺灌流法を検討した．
olamufloxacinの肺抽出率は4℃では３７℃に比べて顕著に減少した．さらに，肺抽出
率は非標識olamufloxacin存在下では濃度依存的に減少した．この結果はｍｍｒｏ
試験結果と一致していた．したがって，olamufloxacinは、ＷＷＤで担体介在型輸送
機構により肺へ取り込まれると考えられた．
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⑭７
第六章olamufloxacinの肝胆系輸送機構
本章では，まず，非標識olamufloxacin及びその光学異性体（folamumoxacin）
を正常ラット（SDR）及びEHBRに静脈内投与後の胆汁中排泄を測定した．さらに，両
ラット遊離肝細胞を用いてolamfloXacinの胆汁排泄メカニズムについて検討した．
立体選択性は特異的な輸送機構の関与に対して良い指標となる．そこで，静脈内投
与後の□んr上値をＳＬ体と斤体で比較した（Table２)．舟体未変化体のCZ6比値は
olamufloxacin未変化体の約３倍大きかった．さらに，舟体グルクロン酸抱合体の
CZh上値はolamfloxacinグルクロン酸抱合体の約３倍大きく，ＳＤＲでは未変化体の
比率と同じであったが,ＥHBRでは異なっていた．光学異性体間での未変化体及びグ
ルクロン酸抱合体のCZ6化値の相違は，ＥHBRで欠損しているＭＲＰ２がolamufloxacin
とその光学異性体を立体選択的に識別することを示唆していた．
１百bleZ
CIearancevaIuesforolamufIoxacin（S-isomer)，itsR-isomerandtheir
ConjugatesafterSmgﾉkgiMbolusadministrationtoSDRandEHBR．
SDR(ｍｌ/､in/kg） EHBR(、l/､in/kg）
lntact CLbile 0.72±ＯＯ６ａ
Ｏ８８±０．１５ａ
2.48±１．４３
３０４±１．５０
Sisomer
月isomer
S-isomer
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1.94±0.13
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2.57±0.61
4.27±４．６２
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２１．５３±1.56ｂ
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CLurine
EachvaIuerepresentsthemean±SEfromthreetofourexperiments・
aSignificantdifference(P<0.05)betweenSDRandEHBR・
bSignificantdifference(P＜0.05)betweenS-isomerandRbisomeR
OlamufloxaCinの胆汁中排泄の律速段階を明らかにするため,ｉｍＷｏ及びｍｍｒｏ
における肝臓取り込み速度を測定した．ＺｍＷｏにおける['4C]O1amfloxacinの取り
込み速度をIntegrationplot法により評価したところ，算出された
['4C]olamufloxacinの皿加〃v圏rlO2ml/min/kｇはＺｚｚｖｍ－ｏ肝臓取り込み試験より
算出したみH4mHuz（165ｍl/min/kg)に近い値でありいずれも肝臓血液流量を越えて
いた．n，'○及び１１フガ伽の結果はどちらも['4C]olamfloxacinの肝臓取り込み
速度は非常に速く，取り込みは血流律速であることを示唆していた．
O1amufloxacinの速やかな肝臓への取り込み機構を見極めるため，遊離肝細胞を用
いた検討を行った．［1℃]Olamufloxacinの定常状態での取り込みは濃度勾配に対して
21倍の蓄積を示した.olamfloxacinの肝臓への取り込みは顕著な温度依存`性を示し
た．しかし，ナトリウムイオンをカリウムイオンへ置換したとき及び代謝阻害剤
(sodiumazide)を添加したときに阻害されなかった．駆動力は現在のところ明白では
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ないが，これらの結果は，O1amufloxacinの肝臓内への移行に濃縮的な取り込み機構
が働くことを示唆していた．Olamufloxacinの初期取り込み速度はＳＤＲとＥＨＢＲで同
等であった．しかし，定常状態ではEHBR肝細胞の方が多く濃縮されていた．これは
胆管側膜MRP2が欠損しているためEHBR肝細胞で排出が減少したためと考えられた．
０
０
０
０
３
２
１
（Ｅ＆ｓＱ団Ｅ一一１）］二．Ｅ呵固ＥＥｍＥの区
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ＦｉｇＳＴｉｍｅｃｏｕｒｓｅｓｏｆ［'4CJolamufIoxacin（１０ｍｍ）efnuxbyisolated
hepatocytesfromＳＤＲ(cIosedcircles)ｏｒＥＨＢＲ(opencircIes)．
EachsymboIandverticaIbarrepresentthemean±SEfromthreetosixexperiments可
［'4C]Olamufloxacinの肝細胞からの、”Zrwo排出はＳＤＲとＥＩＢＲで異なっており
(Fig.５)，細胞内から胆管側膜を介しての排出過程がolamufloxacinの胆汁排泄の律
速段階であることが強く示された．さらに，代謝阻害剤(sodiumazide)及び有機アニ
オン(BSP)は[1℃]olamufloxacinの排出を低下させた．したがって，この排出はＡＴＰ
依存的でありアニオン感受性と考えられ，ＥHBRでは機能が欠如しているＭＲＰ２が
olamufloxacin及びそのグルクロン酸抱合体の排出に関与していると考えられた．
第七章結語
本研究では新規キノロン系抗菌剤olamufloxacinの薬物動態上の特徴である肺,脳
への分布及び胆汁排泄に着目し，それぞれの組織における膜透過機構をｍｍｒｏ及
び、、'○で検討し，以下に示すような結論を得た．
O1amfloxacinはＰ－糖蛋白質及び重炭酸感受性アニオン輸送系により脳外へ排出
されること,ナトリウムイオン及び塩素イオン依存的な担体介在型輸送機構でラット
肺に蓄積されること，olamufloxacinは血液から肝臓実質細胞へナトリウムイオン非
依存的，担体介在型能動輸送系で効率的に取り込まれ，細胞中からlmRP2により能動
的に胆汁中へ排泄されることが推定された.このように｡lamuf1oxacinは薬効発現蔀
位である肺,副作用部位である脳及び排泄部位である肝臓で特定の輸送系により効率
的に輸送されることが示唆された３
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学位論文審査結果の要旨
キノロン系抗菌剤は組織に良好に移行して抗菌作用を示し、尿中または胆汁中に排泄されることによって
体内から消失するほか、脳に移行して中枢性副作用を誘発するという、体内動態特性を示す。しかし、キノ
ロン系抗菌剤の組織移行・排泄に関わる膜輸送機構については不明であった。本研究は、開発中の新規キノ
ロン系抗菌剤olamufbxacinを研究対象に選び、上記の体内動態制御機構を解明することを目的としたもの
である。
本研究で得られた結果は次の通りである。
１）OlamuHoxacinは他のキノロン系抗菌剤と比較して脳へ移行し難く、肺組織へ選択的に良好に移行する
こと、未変化体およびグルクロン酸抱合代謝体のほとんどが胆汁中に排出されることを認めた。これら
の体内動態の特徴からolamuHoxacinの組織細胞膜透過はトランスポーターによって制御されているこ
とが示唆された。
２）OlamuHoxacinは脳毛細血管内皮細胞に発現するＰ糖タンパク質と重炭酸感受性のアニオン輸送系によ
り能動的に脳外に排出輸送されること、また脳移行が制限されている他のキノロン系抗菌剤も血液脳関，
門においては同様の排出輸送系が関与していることをラットおよびマウスを用いて明らかにした。
３）Ｎａ+およびCl~依存的なトランスポーター介在輸送機構によってolamufloxacinなどのキノロン系抗菌
剤がラット肺細胞に取り込まれ､脂溶性のキノロン剤が選択的に肺組織に蓄積することを明らかとした。｡￣０．００･ObdＢ■｡￣●4）O1amuHoxacinはラットの肝実質細胞内にNa+非依存的な;iミランスポーターによって取り込まれ､未変
化体およびそのグルクロン酸抱合体が胆管膜に発現するＭＲＰ２によって胆汁中に排泄されることを明
らかとした。守
本研究において解明されたolamufIoxacinの細胞膜透過機構は、同時期に他の機関から報告された
grepenoxacinと極めて類似しており、キノロン系抗菌剤の特定組織移行p排出に介在するトランスポーター
が共通していることを示すものである。本論文は今後のキノロン系抗菌剤の開発とその適正使用に有益な情
報を与えるものとして博士（薬学）の学位に値するものと認める。
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